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注意 事 项

1. Cyt-B 的配制J Cyt-B 多用 Sigma 试

剂公司的产品，实验前用二甲基亚lVß. (DMSO )

配成 2 mg/ml 的原液，按每次用 量 分装保存

于 -70 0C左右 ( - 40 。至 一 80 0C)的低温冰箱中。

、 Cyt-B 的贮存与实验过程中应注意避光。 根据

我们的经验，原液贮存过程中效价下降， 至 3

个月已很明显，故应及时使用 。

2 . 获得分散良好、 染色清晰的完 整淋巴

细胞制片， 对准确计数微核至关重要。 根据我

们实验室的多年实践，目前报告的方法欠理想 ，

最近我们建立的低渗、中止、 减少固定液中冰

醋酸用量的改良制片法， 结果尚称满意μ， 7J 。
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新生大鼠顶盖脑组织提取液的高效液相色谱分析

周明华 林斯马王 吴 王印 邱鹏新

(香港大学医学院解剖学系)

f圣 J也马 列、

(香港中文大学医学院解剖学系 )

最近 Barde 指出，在培养中神经元迅速死

亡的原因之一，是该神经元得不到靶组织提供

的诱向因子 (trophic factor ) [1 J 。作者的实验清

楚表明，在培养初生大鼠的视网膜神经细胞中，

加有一定量的顶盖提取液， 其神经细胞活跃生

长、 胞体增大[ZJ] ， 提示此提取?夜是有生物活

性的。前不久作者曾对顶盖提取液进行了 电泳

分离 [4]，并用以直接培养视网膜神经细胞， 再

次显示出它的生物效应 [ 5 J。为此，我们采用分

离微量生物大分子蛋白质的有效方法 [ 6 ， 7 J 的高

效液相色谱法 (HRLC )* ， 来分析顶盖脑组织提

取液的生物大分子。

材料与 方法

1. 仪器 Bio-Red 700 型高效液相色谱仪(HRLC

美国 )， Bio- Rad 1306 型 uv 检测器， 波长 280 nm , 

Bio-Sil SEC-1 25 分子筛层析桂(规格见下表)和 Bio

Sil SEC 保护柱 75 X7 . 5 mmo 新一代 HRLC 用钦替

代了不锈钢 ， 在溶剂传送管道中用氟化多聚物 ( fluoro

polymer )抗腐蚀z 并用二氧化硅代替树脂。 这样使仪

Bio- Sil SEC-1 25 柱的性能

长度叫 | 粒度 (μm ) I 孔径(山 |分离蛋白范围 (D ) I 负荷样品饲;-1瓦Eml瓦I pH 

」巳二 ω士2 I一 12 . 5 I 旦!二2000 I 。 …二. 5一L__~.'.~____J_ 巳.
Bio-Sil SEC-125 柱和 Bio-Sil SEC 保护柱系日本国产

本研究由香港大学、 医学院、 装搓 36003 1 0792 和 UPGC 221400030 等基金资助。

• HRLC 系 High Resolution Liquid Chromatography 的缩写 ， 是新一代的 HPLC ， dl关国 Bio-Rad公司 1~

助，谨表衷心感泌。
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器可以承受压力达 40 00 psi ， 提高工效 10-20 倍。

2 . LMW标准蛋白 (Pharmacia ， 瑞典 ) ，用分离

标准蛋白混合液(含牛血清白蛋白 67 KD ， 卵白蛋白

43KD ， 碳酸Iff酶 30 KD 和黄豆膜蛋白酶抑制剂 20 . 1

KD )和单一卵白蛋白 45 KD、碳酸百干酶 2 9 KD (Sigma , 

美国) ， 以标准蛋白质来确定样品分子量。

洗脱液。 . 1 molj L Na1SO. 和 0.02 moljL 

NaH1PO" pH 6.8。顶盖提取液的制备见前文[3川]。

每次在仪器启动 ] 0 分钟后注入 20 μl 样品。

流速为 1. 0 mljmi口， 0.25 m!jmin 和 0 . 15 mlj 

mln ， 实验环境温度为室温。

结果与讨 论

HRLC 是新一代的 HPLC ， 被誉为分离和

纯化微量生物大分子蛋白的有效方法。 在实验

时先用洗脱液洗脱，待 uv检测器显示:如 0. 00

时始注入 20μ1 顶盖提取液。

表 1 各蛋白出蜂保留时间 (min )

流速 ( mljmin )

标准蛋白分子量 (KD ) 一一一一一一一一一一一一一-
1.0 0 . 25 0 . 15 

Sigma 

碳酸由于酶 (29) 20.07 80 . 97 133 . 76 
卵白蛋白 (45 ) 18 . 39 74.19 122 . 61 

Pharmacia 

牛血清蛋白 ( 67) 16 . 73 64 . 63 106 . 10 
卵白蛋白 (43) 18 . 21 70 . 27 115.51 
碳酸厨酶 (30) 20 . 38 78 .38 128 . 93 
黄豆版蛋白酶 (20 . 1) 20 . 87 80.62 132 . 67 
抑制剂

1. 对标准蛋白出峰保留时间的检测，从表

1 可以看出在流速 为 1 . 0 mlj min , 0.25 m l j 

min 和 0.1 5 mljmin 时， ( Sigma)碳酸自干酶 29

KD 的出峰保留 时间分别为 20.07 、 80.97 和

1 33.76 分钟; (Sigma )卵白蛋白 45 KD 的出峰

保留时间分别为 18.3 9 、 7 '1. 19 和 122 . 6 1 分钟

( 图 L II)。此结果显示， 当流速成一定比例

地减低时， 各单一标准蛋白的出峰保留时间相

应地按一定比例延迟。如碳酸西干酶当流速减低

约 75%和 85%时， 其出峰保留时间相应地也

延长约 75%和 85%的时间，说明彼此是成平行

的正比关系。在同样的流速 下， Pharmacia 的

混合标准蛋白层析分离的结果，同样的，随流

速按一定比例地减低， 各蛋白质层析峰的保留

时间也相应地延迟(图 E 、 表 1 )。以上结果表

明 HRLC 仪器 ， 色谱条件和结果均是稳定的。

2. 对顶盖提取液蛋白出峰保留时间的检

测，为使顶盖提取液能够有效地层析分离各不

同分子量的蛋白质分子，同时-便于和标准蛋白

质层析曲线相比较， 本实验选用与检测标准蛋

白质完全相同的实验条件。从表 2 和图 w可以

清楚地看出，当流速为 0.15 mljmin 时，顶盖

提取j夜有 12 个蛋白质层析峰， 它 们的出峰保

留时间 依次为 74 . 4 4 、 79.34 、 93.81 、 102.7 6 、

裴 2 顶盖提取液各蛋白的出峰保留时间、 面

积和分子置

峰序号 出峰保留时间 面积(% ) 分子量 (KD )

1 74 . 44 2 . 72 210 

2 79.34 20.97 107.5 
3 93 . 81 3.81 100 . 5 

4 102 . 76 3.60 74 

5 110 . 30 7 . 43 54. 6 

6 116 . 13 2.70 H 

7 122 . 52 1.04 34 .3 

8 129.92 1.80 26.3 

9 135.97 0.0 1 21 

10 159 . 16 33 .99 8.35 

11 172 . 68 19.95 5 

12 197.96 1. 98 2 

110 . 3 、 116 . 13 、 1 22. 52 、 129.92 、 135 .97 、

1 59 . 16 、 172 . 68 和 197.96 分钟。 各蛋白质峰

面积的百分比分别为 2.72 、 20 .97 、 3 .8 1 、 3.60 、

7.43 、 2 . 70 、 10 4 、1. 80 、 0 . 01 、 33 .99 、 19.95

和 1. 98 %，其中有 3 个蛋 白质峰的面I积在 20 %

以上，它们是 19. 95 、 20 ， 97 和 33.99 %。考虑

到顶盖提取掖是含有 多种蛋白质分子的混合

液，在蛋白质分子之间彼此有相互作用，而多

种蛋白质分子和单一蛋白分子在一定j容量中的

浓度也有差别 ， 这些都将在选定的流速中加快

多种蛋白分子出峰保留时间(见图 V) 。 因此，

我们选用 Pharmacia 标准蛋白质混合液的层析

曲线为标准， 来推算顶盖提取液的多种蛋白质 1

分子量的范围。 它们 介于 2川D 和 2kD 之;
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用 [ 5 ]。如果参照 Pharmacia 标准蛋白质层析直

线曲线， 推测约在 126.20 分钟时 可 以收集到

这种 30 KD神经细胞诱向因子。 另外， 在其他

两个流速下顶盖提取液分别出现 8 个(1 .0 m lj 

min)和 22 个(0. 25 mljmin )蛋白质层析峰。

. ; sigma 29.45 
。: 问arll1ac咱们.43.30.孤1
• . 围矗 .~融融

160 

1曲。

130 

本 120
余

110 

作者用 HRLC层析分离新生大鼠顶盖提取

液， 在 0.15 mljmin 流速时 ，有 1 2 个蛋白质层

析峰。以 Pharmacia 标准蛋白质混合液层析曲

线为标准， 推算顶盖提取液蛋白质分子量介于

210 kD 和 2kD 范围之间，其中 在 74 kD 和

2 1kD 范围之间的蛋白质在分子筛层析柱性能

范围之内， 提示有 较高的可靠性。并推测在

126.20 分钟处可能收 集到 30 kD 神经细胞诱

向因子。

要摘

100 

90 

J1号能/旧
" 纱，. Q 四川- 10 g~ 飞JO1"20

图 I 、 JI ， J[和 IV ， 标准蛋白和顶'量提取液的高效液相层析图谱
I 、 E 和 班 ，各标准蛋白在流速 1. 0 ml/ min (A )0. 25 ml/min (B 川和 0.1 5 ml/min(C)的出峰

保留时间(分钟) J IV顶盖提取液在流速 0.15 ml/min ( C )的出峰保留时间(分钟)。

、 - !.气"'-...

~二;
一一30 40 50 60 70 80 9。

分 F 匾 ( 1\ () , 

顶量量提取液和标准蛋白的层析..与分
子量图

20 

图 V

80 

[ 1 ] Barde Y. A ., 1988 , TINS, 11 : 343-346. 
[ 2 ]周明华和赵丽萍， 1990 ， 解 剖 学 报， 21: 

l ~6-201 9 

献文考参

间，依次相当于 2 10、 107 .5 、 100. 5 、 74 、 54.6 、

44 、 34.3 、 26.3 、 21 、 8 .3 5 、 5 和 2 KD， 其

中分子量在 74 KD 和 21 KD 范围之间的蛋白

质分子在 Bio-Sil SEC-125 柱性能范围之内 ，

所以可靠性是较高的(图 V)。作者最近报道的

顶盖提取液电泳的 30 KD 蛋白质带 ， 对培养中

视网膜节细胞的存活和生长具有特异的促进作
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大鼠肝细胞的分离技术

黄俊勇 J令欣夫

(北京中国科学院动物研究所)

离体的犬鼠原代肝细胞，作为可溶性酶与

组织之间 、 整体动物与离休肝脏之间的一种中

介的实验模型， 越来越多地被应用于生化毒理

学、 药理学和环境毒理学等学科领域[1-6] 。

早先人们用机械方法，随后 Jacob 等 [7I ，

Rappaport 等[ 8]用 Ca2 + 离子或 K+离子 的整合

剂灌注肝脏的方法来分离肝细胞，但成活率都

不高。 Howard 等 [9]在灌注技术中引进了胶原

酶和透明质酸酶作为肝脏结缔 组织的消化酶

后，分离的肝细胞成活率有了较大的提高。这

一方法 Berry 和 Friend[1 0 ]作了改进， 采用循环

灌注技术， Wagle 等[ 11]则进-步将实验简化为

只用1胶原酶并改用无Ca2 + 离子的缓冲液系统，

Seglen[ 12]在此基础上缩短灌注时间 ， 进一步提

高了分离的细胞成活率。 Fry 等[ 1 3 ] 将 剪碎的

肝脏直接用消化酶处理来分离肝细胞，但这种

方法细胞产率和成活率都较低， 一般只适用于

活组织检查等不需灌注的试验。 Nakatsugawa

等 [l4[ ， 冷欣夫等[ 15]在分离肝细胞中用含胶原

酶的 Hanks' 溶液灌注大鼠肝脏， 也得到较为

满意的结果。

我们在前人的技术基础上， 进一步改进和

完善了采用含胶原酶的无 Ca2 + 、 Mg2 + 离子的

Hanks'i容液灌注大鼠肝脏分离肝细胞的方法，

分离得到的肝细胞成活率达96%左右， 且细胞

产率较高。现将试验情况分述如下2

材料

本试验所用的主要试剂中胶原酶 (Type 11 ) 、 牛

血清蛋白 ( BSA )为 Sigarna 公司产品， Wayrnouth MB 

7 5 2/ 1 培养基为美国 GIBCO公司产品，其他试剂均为

国产分析纯。本试验中所用 Hanks' 溶液均为无 Ca2+ , 

Mgl + 离子溶液 ， 由混合气体( 95 %021 5%C02 ) 饱和

后 ， 调 pH 至 7 . 2一7 . 4 ， 并经无菌过滤器过滤。肝细

胞分离过程中，向缓冲液中通气， 一律指在溶液的液

面上方维持通气。

试验中用的器皿、 用具可因不同的试验要求进行

不同程度的消毒灭菌。本文试验中的器皿、用具是用

75%酒精消毒灭菌。

雄性大鼠 ( Sprague-Dawley 品系) 150-200 g, 由
本所饲养场提供。

方法

←、 动物的麻醉及解剖 将大鼠置于密闭的容器

内 ， 用乙M麻醉。 其程度一般等大鼠四肢瘫软， 由轻

度的急促呼吸刚进入深呼吸即可， 约需 2 分钟， 但因

鼠的个体差异和乙隧用量而有些差异。然后将大鼠固

定在蜡盘上， 整个腹部用 75 %酒精消毒后， 沿腹中线

用青剪打开腹腔至胸隔膜的胸骨突起处， 小心避免损

伤肝脏和隔膜。两侧腹部皮肤从尾部向胸部各剪一

句"形， 分开固定于前肢近傍。使腹腔完全暴露。将

内脏翻移至鼠体的左侧， 暴露肝门静脉和后腔静脉。

将肝门静脉离肝脏入口处 1-1 .5 crn处以及后腔 静脉

近肾静脉分支部位与周围组织分离开， 各穿一根棉纱

线备用。并经由后腔静脉注射 0 . 06 %肝素制生理盐水

溶液 。 .5-0.6 rnl , 注射点尽量靠后。

二、 静脉插管和灌注 将静脉插管沿去除了结缔

组织膜的肝门静脉管处插入， 使针头前端稍离肝门静

脉入肝分支部。用事先准备好的棉纱线扎好， 以防漏

血和针管滑出。用经无菌过滤， 37 "C恒温和混合气体

(95%0~ ， 5%CO， )饱和的 pH 7.2子 ， 4 无 Cal+， MSI+ 
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